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序論
わが国における死因 の過半数を占める ､ 脳血管障害や心疾患の大部分は ､ 動脈硬
化の末期症状として発病する｡ 近年 ､ 循環器疾患の発症予防の重要性が認識され ､
動脈硬化の病態生理や 成因 につ い て多く の研究がなされてきた｡ 動脈硬化症の危
険因子として ､ 高 コ レス テ ロ ー ル血症や高中性脂肪血症の他 に ､ 糖尿病､ 高血圧 ､
加齢 ､ 喫煙 ､ 食事内容などが挙げられる｡ しか しなが ら現在まで の とこ ろ ､ こ れ
らの危険因子と動脈硬化の発症とのあい だ に明確な機序は提示されて い な い ｡
動脈硬化巣の形成に関与する細胞に血管平滑筋細胞､ 血管内皮細胞､ 単球/マ ク
ロ フ ァ ー ジ系細胞､ リ ン パ 球､ 血小夜などが挙げられる｡ これ らのうち､ 動脈硬
化巣に特異的に み られ過量の コ レス テ ロ ー ル エ ス テ ル を蓄積した泡沫細胞は､ マ
ク ロ フ ァ ー ジ及び平滑筋細胞由来のもの である. 1976年に Ros sらによ り
Response-to -injurythe oryが発表され (1､ 2) ､ その 一 部が改変さ れて現在 に至 っ て
い る (3､ 4) ｡ すな わち ､ 内皮細胞は種々 の危険因子により刺激を受け､ その 機
能や性質を変え､ 単球の内皮細胞 ヘ の 接着と内皮下 へ の 侵入 ､ 及 び マ ク ロ フ ァ ー
ジ化を促す｡ 同時に ､ 障害を受けた内皮細胞に血小板が粘着､ 凝集し､ 内皮細胞
や単球由来マ ク ロ フ ァ ー ジ､ 血小板 ､ 平滑筋細胞などから種々 の サイ トカイ ンが
分泌され ､ 平滑筋細胞の 中膜から内膜 へ の遊走がお こる ｡ こ の過程全体を通して ､
単球由来 マ ク ロ フ ァ ー ジや内膜 に遊走した平滑筋細胞は ､ 内皮下 に侵入 して酸化
変性をうけた L D Lや βV L D Lを取り込み､ やがて コ レス テ ロ
ー ル エ ス テ ル を過量
に蓄積した泡湊細胞 (fo a m c ell) となる-(Fig. 1) .
動脈硬化病巣 の最も初期像とされる fattystre ak で はマ ク ロ フ ァ ー ジ由来の泡沫細
胞が多数存在する ことが報告されて い る (5) ｡ 現在知られて い る マ ク ロ フ ァ ー ジ
の コ レ ス テ ロ ー ル代謝経路を Fig. 2 に示した (6､ 7) ｡ 動脈壁 に侵入 した マ ク ロ
フ ァ ー ジは､ 血中の変性リボ蛋白質 (8､ 9) や βV L D L(β ve rylo wde n sity
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hpopr otein) (10､ ll) を レセ プタ ー
･を介 した エ ン ドサイト - シ ス で取り込む｡ 取
り込まれたリボ蛋白質中の コ レス テ ロ ー ル エ ス テ ル ほ ､ 先ずリ ソ ゾ - ム で酸性 コ
レス テ ロ ー ル 土 ス テ ラ - ゼ (ACEa s e;a cidchole ster olester a se) により力妹分解さfL､
遊離の コ レス テ ロ ー ル を産生する (12) ｡ こ の 遊離 コ レス テ ロ ー ル はミク ロ ソ -
ム に存在するア シ ル CoA: コ レス テ ロ ー ル ア シ ル トラ ンス フ エ ラ ー ゼ (A C A T;aty
CoA : chole ster olacyltra n sEer as e) に より再エ ス テ ル化され ､ 脂質球(1ipid droplet) と
して蓄積される (13 - 15) . しかし､ マ ク ロ フ ァ ー ジに は こ の再 エ ス テ ル化され
た コ レ ス テ ロ ー ル を加水分解する中性 コ レス テ ロ ー ル エ ス テ ラ ー ゼ (NC邑a s e;
n e utr alchole ster ole ster a se) が存在し､ 遊離コ レ ス テ ロ ー ル を産生し細胞外 へ 放出す
る こ とが知られて い る (且6 - 18) ｡ こ の遊離 コ レ ス テロ ー ル の ア ク セ プタ ー として ､
H D L(high de nsity姐poprotein) が知られて い る (19) o これら の代謝経路のうち､
変性 LI)Lがス カ ベ ン ジャ ー レ セ プタ ー を介して取り込まれる過程は､ L D L経路の
場合とは異なり､ 細胞内遊離 コ レス テ ロ ー ル 量が増加しても抑制がかからず､ マ
ク ロ フ ァ ー ジは コ レス テ ロ ー ルを蓄積し続けると考えられて い る (20､ 21) ｡ し
かし､ マ ク ロ フ ァ ー ジが コ レ不テ ロ - ル エ ス テ ル を蓄積し泡沫化する メ カ ニ ズム
を､ 変性 L D Lを認識するス カ ベ ンジ ャ ー 受容体 の調節の みで説明する こ とは難し
い ｡
近年､ マ ク ロ フ ァ ー ジにはβv L D Lを認識する受容体 (v L D L受容体) が存在す
る こ とが報告された (22､ 23) 0 βV L D Lはヒ トⅠⅡ 型高脂血症や高コ レ ス テ ロ ー
ル食投与動物 の 血中に過剰に存在し動脈硬化発症の新たなリ ス ク フ ァ ク タ ー と し
て現在注目されて い る ｡ そこ で私は ､ マ ク ロ フ ァ ー ジの βVL DL に よ る泡沫化の過
程を明らか にする ために ､ 種々 の マ ク ロ フ ァ ー ジの βV L D L の取り込み ､ コ レス テ
ロ ー ル エ ス テ ル の 蓄積 ､ 細胞からの コ レ ス テ ロ ー ル の放出及び コ レス テ ロ ー ル代
謝に関わる3 つ の 酵素 (酸性コ レス テ ロ ー ル エ ス テラ ー ゼ ､ AC AT､ 中性 コ レ ス テ
ロ ー ル エ ス テ ラ - ゼ) の 活性を比較検討した｡
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第1車 中性コ レ ス テ ロ ー ル エ ス テラ ー ゼ に よる マ ク ロ フ ァ ー ジ の
コ レス テ ロ ー ル エ ス テ ル蓄積の調節
動脈硬化初期病巣 の泡沫細胞は血中単球由来 マ ク ロ フ ァ ー ジ である ｡ マ ク ロ フ ァ ー
ジは動脈壁の他 に ､ 肺や腹腔と い っ た他 の様々 な臓器にも存在し､ その 環境に よ
り活性化の段階が異なる . 一 般的に ､ 月旨質を蓄積した状態で存在する マ ク ロ
1
7 ア -
ジは動脈壁の マ ク ロ フ ァ ー ジの みであり ､ 現在の と こ ろ他の臓静に は観察され て
飢 -. こ れら の ことより ､ マ ク ロ フ ァ ー ジ は動脈以外の 組織で も 1) ポ蛋白質の代
謝を行な い ､ また コ レ ス テ ロ ー ル の代謝レ ベ ル が異な るこ とが予想される (24､
25) 0
そ こ で ､ 私は マ ク ロ フ ァ ー ジの コ レ ス テ ロ ー ル エ ス テ ル 蓄積の調節部位を決定す
る ため に ､ 3種 の マ ク ロ フ ァ ー ジ (ラ ッ ト常在性腹腔 マ クロ フ ァ ー ジ , ラ ッ ト炎
症性腹腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ､ ラ ッ ト常在性肺胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ) を用 い てβV L D L の
コ レス テ ロ ー ル 代謝を比較した｡ 更に ､ 動脈硬化巣に存在する泡沫細胞 の コ レ ス
テ ロ ー ル エ ス テ ル 蓄積 の調節機構を明らか にす る ため に ､ 高 コ レ ス テ ロ ー ル食投
与ウサ ギの動脈硬化巣から調製した細胞の酵素活性を検討した｡
ト 1 材料および方法
1) 試薬
Chole ste r ol[
14
c]ole ate (2.2 GBq/m mol) ､ [
3
ft]chole ster olole ate (2.5 T Bq/m m ol) ､
【
14
c]chole ster ol(2.1GBq/m m ol) ､ [
14
c]ole oyl-CoA (2.2GBq/m m ol) ､ 【
14
c]oleic a cid
(2.2 GBq/m m ol) ､ Na
125
Ⅰ(185 M Bq/rr n ol) は ､ N E N Re se r ch Pr odu cts 社より購入
した｡ 特 に 表示 の な い 限り､ ナカ ライ デ ス ク株式会社より購入 した特級試薬を用
い た｡
2) βV L D L の調製
βv L D L(d=1. 00 6g/ 血) は 1% コ レス テ ロ ー ル 食を投与して 4 ケ 月間飼育した
日本白色家兎血清より､ Goldstein らの 方法 (10) に従 い ､ 超遠心法を用 い て調製
した｡
3)[3H]chole ste r olole ate-βVLDL の調製
βv L D Lの ラ ジオアイ ソ ト ー プ標識は ､ [旬cholester ol ole ate を用 い て ､ Br o w nら
の 方法 で行な っ た (3Ⅹ106dpm /mgtotalchole ster ol) (26) o
4)[軸cho19Ste r Olole ate-βV L m の細胞内 へ の 取り込み
実験 は1 2- w ell及 び24- w ellプレ ー トを用 い て行 っ た. 各処理を施した マ ク ロ フ ァ ー
ジ
▲に ､ 1 w ellあ たり10
6
dpm (200けg tOtalchole ste r ol) の 向 chole sterol ole ate- β
V L D Lを添加したo‾上清を取り除き､ 細胞およ び w en を p B Sで 2 回沈静した o 各
w ellに ､ 0.1N NaOH 0.5 mi を加え､ 37℃で 12時間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し細胞を溶
解した ｡ こ れを ト ル エ ン系 シ ン テ レ 一 夕 - (トル エ ン/メ タ ノ ー ル/トライ ト ン ､
3:2:1 v/v/v ､ P P O 6gn) に加え ､ 細胞内 に取り込ま れ た【3H]chole ster ol ole ate- β
V L DL の放射活性を測定した. 細胞はβvI D Lを取り込むと同時に遊離コ レ ス テ ロ ー
ル を細胞外 - 放 出 して い る . そ こで ､ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン中 に細胞外 に放出され
た遊離 コ レス テ ロ ー ル の 放射活性を測定する た め に ､ 培養液 に ク ロ ロ ホ ル ム / メ
タノ ー ル (2:1v/v) を加え脂質を抽出し乾固した. この脂質画分を薄層 ク ロ マ トグ
ラ フ ィ ー に よ り分離 し[
3
H]cholester ol の放射活性 を測定 した . 細胞内 - の
[b]cholester olole ate- βV L D L の捻取り込み 量は細胞内の放射活性と細胞外 に放出さ
れた[
3
H]cholesterol の放射活性 の和として示した.
5)[b]chole ster ol の細胞外 - の 放出
向 cholesterol ole ate- ♂ V L D L の取り込 み と 同様 に 1 w ellあ たり106 dpm の
[
3
H]chole sterol ole ate- βV L D Lを漆加 したo 24時間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン した後､ 培
溶液に交換した. 更に 8 時間イ ンキ ュ ベ ー シ ョ ン した後､ 培養液を シ ン テ レ - 一 夕 一
に加え､ 培養液中 に放出され た 伽】chole ste r olの放射活性を測定したo
6) コ レ ス テ ロ ー ル エ ス テ ラ ー ゼ 活性 の測定
(1) 酵素液 の調製
l
マ ク ロ フ ァ ー ジ (1Ⅹ 107 c eus/hd) を含む培養液をポリチ ュ ー ブ (50mi ､ Falc o n)
に移し､ 10分 間､ 1000rpm で遠心分離した ｡ 沈殿として得られた細胞を p BS で洗
浄後､ 遠心分離 した ｡ こ の 操作を2 回行な っ た ｡ 上清を除き､ 得 られ た細胞を
S T B lmlで懸濁し ､ 永中で 超音波破砕 (15砂 Ⅹ2 臥 30秒間隔) したも の を酵素
液とした｡
(2) 基質 の調製
ヘ キサ ン に溶解 して い る C hole ster ol[
14
c]ole ate (185 K Bq) と ヘ キサ ン/メ タ ノ ー
ル (1:1 v/v) に溶解して い る C hole sterolole ate (3.2 mg) ､ およ びメ タ ノ - ル/ク ロ
ロ ホル ム (1:1v/v) に溶解して い るリ ン脂質 (ホス フ ァ チジ ン酸またはホス フ ァ チ
ジル コ リ ン ､ 2.3 mg) を混合した｡ 40℃ で ､ 窒素ガ ス を用 い て 溶媒を蒸発乾固さ
せ た後､ o.154 MNaC12 mlを加え､ 氷中で超音波処理 (50%パ ル ス ､ 20分間) し
て エ マ ル ジ ョ ン化 したもの を基質とした (27) 0
(3) コ レ ス テ ロ ー ル エ ス テ ラ ー ゼ 暗性の測定
反応液の組成は､ o.5 m M Chole ster olole ate , 3.7 K BqCholesterol[
14
c]ole ate､ 0.5
血M リ ン月旨質からなり､ 酸性 コ レ ス テ ロ ー ル エ ス テ ラ ー ゼ 活性測定に は o.1 M
SA B(s odiu m ac etatebuffe r､ pH 4.0) お よびリ ン脂質としてホ ス フ ァチ ジル コ .) ン
を ､ 中性 コ レス テ ロ ー ル エ ス テ ラ ー ゼ 活性測定にはo.1 M T H B(Tris-HClbuffer､
pH 7･4) およ びリ ン脂質として ホス フ ァ チ ジ ン酸をそれ ぞれ用 い て pH を調節し､
酵素液と o.154 M NaClを加えて全量を 200pl
･とした｡ 37℃ で ､ 1 時間イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン し た後 ､ Belfrage s olutio n(28) (ク ロ ロ
ー
ホ ル ム/メ タ ノ ー ル/ヘ プ タ ン
1.4 2:1.25:1.00v/v/v) 3.25rnlを加えて 反応を停止させ た . 次 い で ､ 0.1 N NaO H l
mi を加え十分 に撹拝した後 ､ 10分間､ 3000rprnで遠心分離し水屑と有機層に分け
た. 水屑 1 miを トル エ ン系シ ン チ レ 一 夕 一 に加え､ その 放射活性を測定した｡
7) ア シ ル ーCoA コ レス テ ロ ー ル : ア シ ル 転移酵素 (A C A T) 活性の測定
(1) 酵素液の 調製
コ レ ス テロ ー ル エ ス テラ ー ゼ活性の測定と同じ酵素液を用 い た.
(2) 基質 の調製
基質と して 【
14
c]ole oyl-CoA を用 い ､ 細胞の ホ モ ジネ - トで ある酵素液に含まれ
る内在性 の遊離 コ レス テ ロ T ル を コ レス テ ロ ー ル の 供給源とした ｡
(3) 酵素反応
反応液の組成は､ o.34m M【
14
c]ole oyl-CoA (4.5 K Bq) ､ 2Om M D T r､ 10m M AT P､
o.5 mg/mi BSA ､ 0.1 M NaP B(sodiu mpho sphatebuffer､ pH 7.4). か らなり､ 酵素液
と蒸留永を加え､ 全量を200plと した (29) 0 37℃ で90分間イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン
した｡ [
14
c]cholester ol(0.4 K Bq/mi) を含むク ロ ロ ホ ル ム/メ タノ ー ル (2･.1 v/v) 4
血 を氷 中で加えて反応を停止さ せ た後､ 10分間 ､ 混和 した｡ 5分間､ 3 00 Orpm で
遠心分離して沈殿を除い た｡ 上清 を遠沈管に集め ､ エ バ ボ レ ー タ - を用 い て ､ 40
℃ で蒸発乾固させた. これ に 95% エタノ ー ル 50plを加え残査を溶か し､ このう
ち 20plを トル エ ン系シ ン チ レ 一 夕 一 に加え､ 総 コ レス テ ロ ー ル の放射活性を測定
したo また ､ 残り の 20LLlを T LC プレ ー ト (sI Lq 〃V25.､ A LUGRAM) にス ポ ッ
トした｡ キ ャ リ ア ー と して Cholester olole atelLLg を重ね て ス ポ ッ トした｡ 展開溶媒
として ､ A - ヘ キサ ン/ジ エ チ ル エ ー テ ル /酢酸 (146:50:4v/v/v) を用 い て90分間展開
した. 展開後､ 遊離 コ レス テ ロ ー ル及び コ レス テ ロ ー ル エ ス テ ル に相当する部位
を切り取り､ Ht, エ ン系シ ン テ レ 一 夕 一 に入 れ ､ そ の 放射活性を測定した.
8) 細胞内コ レ ス テ ロ ー ル 含有量の測定
マ ク ロ フ ァ ー ジを含 む培養液を試験管に移し､ 5分間､ 1000rpm で遠心分醍した.
得られ た沈殿を p BS で沈静後 ､ 遠心分離した. こ の挽作を 2 回行な っ た o 上清を
除い て得られた胡胞 に P BS 50 ulを加えて懸濁後､ 超音波破砕 (15秒 Ⅹ2 臥 ?o
秒間隔) した｡ ここ に ､ ク ロ ロ ホル ム/メ タ ノ ー ル (2:1v/v) 3mlを加えて撹拝し､
さらに蒸留永 1 mlを加えて十分に撹拝した後､ 5 分間 ､ 3000fPm で 遠心分離し､
下層 (ク ロ ロ ホ ル ム層) を遠沈管に集めた. こ の 操作を2匝桁 っ た後､ エ }予ボ レ
ー
タ - を用 い て ､ 40℃ で溶媒を蒸発乾固さ せ たo 得 られた残査を ､ 2 % トライ ト ン
Ⅹ 1 00含有ア セ ト ン 10 け1で溶 かし､ こ こ に含ま れる 遊髄 コ レ ス テ ロ ー ル 及 び総
コ レス テ ロ ー ル を ､ それぞれ デタ ミ ナ - FC555､ デ ダミ ナ - TC5 55キ ッ ト (協和
メ デ ッ ク ス) を用 い て定量した｡
遊離 コ レス テ ロ ー ル を標準物質として用い るため遊離 コ レス テ ロ - )i,､ コ レス テ
ロ ー ル エ ス テ ル ともに遊離コ レス テ ロ ー ル量としてあらわした｡
9) 蛋白定量
Bradfo rdらの方法 (30) に従い ､ BSA を標準物質として ､ Bio- Radpr otein a ss ay キ ッ
トを用 い て行 っ た ｡
1 0) ラテ ッ クス ビ ー ズ食食能の測定
実験は 6- w e皿 プ レ ー トを用 い て行 っ た｡ マ ク ロ フ ア･- ジを含 む培養液に終濃度が
o.2% (v/v) になる よう に Late xbe?ds(L B-6､ Sigm a) を加えたo 2時間イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン し た後､ ライ ト染色液 (武藤化学薬品) を用 い て 細胞を染色した ｡ 油浸顕
微鏡を用 い て細胞内に取り込まれたラ テ ッ クス ビ ー ズ の 数を測定した (31) 0
1 1) マ ク ロ フ ァ ー ジの 調製と培養
マ ク ロ フ ァ - ジは ､ 10% FBS､ 0.2 M グルタ ミ ン ､ 1 M NaHC Oい 80n3g/miゲ ン
夕 マ イ シ ン (Sche ring-Plo ugh) を含む Dulbe c om odiFledEagle rrx'diu m (D M E M､ ニ ッ
ス イ) を用 い て (以下 D M E M/10 %F BS と記す) ､ 5% C O2イ ン キ エ ペ 一 夕 - を用 い
て 37℃ で培養した｡
ラ ッ トは , 高杉実験動物株式会社より購入した w istar糸雄 (220 - 250g) を使用
した. 常在性腹腔 マ ク ロ フ 17 - ジ (re side ntperito n e alm a cr ophage ､ R P M) は ､ ラ ッ
ト腹腔を p BS で洗浄する ことに より得た｡ チ オグリ コ レ ー ト刺激腹腔 マ ク ロ フ ァ ー
ジ (thioglyc olate- elicitedperito n ealm a crophage ､ T E N) は ､ あ ら か じめ 3% チ オグリ
コ レ ー ト (舶ognyc olate rTX:ditl m､ GIBC O)3 m ほ ラ ッ トに腹腔内投与し､ 5 日後 に
R E Mと同様の手順 で調製した｡ 肺胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ (A M) は ラ ッ トの 肺を気管よ
り p BS で洗浄する こと に より調製した｡ R M､ T Mおよ びAM は D M E M/10 %F BSを
用い て帝善した｡ 12時間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン した後､ 浮遊して い る細胞を取り除
き､ 培養プレ ー トに接着した細胞を実験に用 い た (32) .
ウサギは ､ 高杉実験動物株式会社より購入した日本白色家兎 (雄､ 1･8Kg) を使
用 したo 高 コ レス テ ロ - )I,食 (1 % コ レス テ ロ ー ル含有食) を用 い て 4 ケ月 間飼育
した｡ ネ ン ブタ - ル静注 に よ る麻酔下 で ､ 大動脈を摘出 し外膜をはがした後､ コ
ラゲナ ー ゼ (typeⅠⅡ ､ sigm a､ 5 00u nitshn) および エ ラス タ ー ゼ (typeII ､ Sigm a､
10 umits/hd) 処理する ことに より粥状動脈硬化病巣細胞 (A ther o s cle r oticle sio n c ells)
を調製した｡ 12時間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン した後 ､ 浮遊 し て い る細胞を取り除き､
培養プ レ ー トに接着した細胞を実験に用 い た (33､ 3 4) o
1 1) マ ク ロ フ ァ ー ジ中 の脂質染色
細胞は 10 %ホ ル マ リ ン で 10分間固定し､ oilredO で 中性月旨質 の染色を行な っ た
(35) 0
1 2)125Ⅰ-βv L D L の結合実験
･(1) βV L D L の
125
Ⅰ標識
βv L D L の
12㌔標識は 氾 法に より行 っ た (8) . 0,1 M グリ シ ン 緩衝液中で ､ β
10
v LD L 20 mg と Na
125E (11M Bq) を混合した. こ こ に ､ 2 M NaClで 12.5倍 に希釈
したIC1 10 mlを加えて反応を開始させた｡ 氷中で 5分間イ ンキ ュ ベ ー シ ョ ン した
後､ あ ら か じめ p D B(pla s m ade n sitybuffer､ 0･14 M NaCl ､ 1m M E D T A､ 10m M
Tris一 田CIp泣7.4 ､ 0.01% NaN,) で平衡化したセ フ ァ デ ッ ク ス G -25ゲル 膿過カ ラ ム
にかけ､ 125Ⅰで標識されt･ 125Ⅰ-βⅤ 皿 (20 cpm/ng pr otein) と
125
r を分離した.
(2) 125Ⅰ- βv L D Lの 細胞 - の 結合 ､ 取り込み､ 分解 の測定 .
実験は 24- w e11プ レ - トを用い て行っ た ｡ 細胞の培養液に ､
125
I-βVL D Lを 1 w el
あたりo - 250ng の範 囲で加えた ､ 4℃ で 2 時間イ ン キ ュ ペ - シ ョ ン した後 ､ マ ク
ロ フ ァ ー ジ培養液をプラス チ ッ ク チ ュ ー ブに移し､ 5分間､ 1000rpm で遠心分離し
た. 沈殿を p BS で洗浄し､ 遠心分離した｡ 上清を除き､ 得られた細胞の放射活性
を測定しT125I- βV L D L の細胞 へ の結合量とした｡ 同様の実験を 37℃ で行な い 細胞
から培養液中に遊離された 125I-βVLDL の 分解産物を測定して分解畳としたo また､
37℃処理をして も細胞から遊離してこ なか っ た細胞内の 畳 125I- βV L D Lを測定し取
り込み 量 と した｡
1 3) 細胞内で の 酸性 コ レス テ ロ ー ル エ ス テラ ー ゼ反応の測定
細胞内で の酸性 コ レス テ ロ ー ル エ ス テラ ー ゼ活性を調べ る ため に ､ 以 下 の実験を
行な っ た . 24- w en プ レ ー ト に マ ク ロ フ ァ ー ジ (1 Ⅹ 106 c ells/hd) をまき ､
【軸chole ster ol 血ole ate- βVI血 L(4.0 Ⅹ 10
6
dprn/w ell) ､ 5 pM ACA T inhibito rCL
277,082 (A汀 血 c a n Cyan amid Co. , Pearl River, N . Y.) を 含 む o.5 mi の
D M E M/10% FBS で8時間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン した ｡ 細胞を D M E M/10% F BS 及び
p BS で 3回洗浄した後､ ヘ キサ ン/イ ソ プロ パ ノ ー ル (2:1､ ⅥV)
'
で脂質を抽出し
た｡ こ れを TLC で 分離し､ 遊離 コ レス テ ロ ー ル 画分と コ レス テ ロ ー ル エ ス テ ル 画
分 の 放射活性を測定 し た｡ [
3
H]chole ster ol linole ate か ら加永 分解さ れ得 られた
【
3
H]chole sterol の増加を細胞内で の 酸性 コ レス テ ロ ー ル エ ス テ ラ ー ゼ反応と した.
ll
1 4) 細胞内で の ACA T反応 の測定
細胞内で の ACA T括性を調 べ る ため に ､ 以下 の 実験を行な っ た. 24- w ellプ レ -
トに マ ク ロ フ ァ ー ジ (1Ⅹ 106c ems 血1) をまき､ βv L D L(4.0 Ⅹ10
6
dpITVw ell) と
[
14
c]ole ate (4.0Ⅹ 10
6
dpm) を含むo.5 mi の D M E M/10% F BS で 12時間イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン した ｡ 細胞を D M E M/10%F BS及 び p BS で3 回沈静した後､ ヘ キ サ ン/イ ソ
プロ パ ノ ー ル (2:1､ VN) で脂質を抽出した｡ こ れ を T L Cで 分離し､ コ レ ス テ ロ ー
ル エ ス テ ル 画分の放射活性を測定した. 生成 され た chole ster ol[
14
c]ole ate を細胞内
で の ACA T反応とした｡
1 5)
.
細胞内で の 中性コ レス テロ ー ル エ ス テ テ ー ゼ 反応 の測定
細胞内で の 中性 コ レス テ ロ ー ル エ ス テ ラ ー ゼ活性を調 べ る ため に ､ 以下 の 実験を
行軍 っ た. 24- w en プ レ ー ト に マ ク ロ フ ァ ー ジ (1 Ⅹ 106 cells/h l) を まき ､
[軸chole ster ol 血ole ate- β V L D L(4.0 Ⅹ 106 dpHVw ell) を 含 む o.5 mi の
D M E M/10%F B Sで12時間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン した . 細胞を D M E M/10% F BSで 3 回
洗浄した後､ 5UM ACA TinhibitorCL 277,082 を含む o.5 mi のD M E M/10%F BS で 6
時間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン した ｡ 細胞を p BS で3 回洗浄した後､ ヘ キサ ン/イ ソ プロ
パ ノ ー ル (2:1､ ⅥⅤ) で脂質を抽出した. これを T LC で分離し ､ コ レ ス テ ロ ー ル
エ ス テ ル 画分 の放射活性を測定したo 占 レス テ ロ - ル エ ス テ ル 画分の放射活性 の
減少を細胞内で の 中性 コ レ ス テ ロ ー ル エ ス テ ラ ー ゼ反応とした｡
ト 2 結果
1) o nred O によ る マ ク ロ フ ァ ー ジ の染色
0 江r ed Oは中性脂質を赤く染色する. そ こ で ､ α r ed Oで染色する こ と により ､
βvw Lとマ ク ロ フ ァ ー ジをイ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン した ときの脂質蓄積の程度を比較
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Fig･ 3 0 ilr ed 0stainingof･Tl a Cr OPhage sinctL) ated wi tbβV u )L. The
c el始 w ere obtainedasdes cribed in Methods･ M o nolayers of the cells w e re
in c ubated wit叩 V L D L(10mgto talchole ste r ol/叫)fo r24 hr. Ju er血e c ell
w e refTIX ed with lO % fo 皿al dehyde,the c ens were stain ed byoilred 0. A,D;
reside ntper阜ton ealm acrophage s(RP M),B,E;thioglyc olate-elicitedperitoneal
m a c rophage s(T E M),C,F;alve olar ma crophage s(A M). A,B,C;inc ubated for2
4 hr wi thotltβV L D L･ D,E,F;inc ubated for24 hr wi thβV L D L.
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した (Fig. 3) 0 βVL D Lとイ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ンする前 は ､ い ずれの マ ク ロ フ ァ ー
ジも ほと ん ど染色されなか っ た｡ イ ン キ ュ ペ - シ ョ ン後 は､ T芭M が液も濃く決ま っ
たが ､ A Mは ほ とん ど決まらなか っ た｡
2) マ ク ロ フ ァ ー ジの コ レ ス テ ロ ー ル エ ス テ ル 蓄積
マ ク ロ フ ァ ー ジとβv L D Lと12時間イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン する と い ずれ の細胞も コ
レ ス テ ロ ー ル エ ス テル 含有量が増加した｡ こ の とき ､ Ⅷ M のコ レス テ ロ ー ル エ ス
テ ル含有量は M の 1.8 倍で あり ､ A Mは3/10で あ っ た . また遊離 コ レ ス テ ロ ー
ル含有量はい ずれも変化しなか っ た (Table 1) 0
3) マ クロ フ ァ ー ジに よ る
125
Ⅰ-βv L D Lの結合､ 取り込み ､ 分解
それぞれ の マ ク ロ フ ァ ー ジにβV W Lに対する受容体が発現し､ リ ガ ン ドを取り
込み分解する機能を確認する ために ､ 125I-βVLD L の結合､ 取り込み お よ び分解の
測定をした (Fig. 4) o
125
Ⅰ- βv L D L の結合 (Fig. 4- A) は 3種 の マ ク ロ フ ァ - ジで
ほとん ど差がなか っ た . 12FI- βVi D Lの取り込み (Fig. 4- B) と分解 (Fig. 4- C) に
つ い て は A Mが有意に高く､ RP Mと T E Mではほ ぼ 同 じ債を示した. これ ら の結果
から ､ A Mは R P Mや T Eに 比 べ て ほ ぼ同数の受容体を発現し て い る が ､ そ の代謝
活性が有意に高い こ とが示唆された｡
4)[b]chole ste r olole ate- βⅥ D Lの取り込み
マ ク ロ フ ァ ー ジと【
3
H]cholester olole ate-βV L D Lをイ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン したとき､
T E M の放射活性 の取り込みは M の1.5倍であ っ たo また ､ ÅM は R M の4倍であ っ
た (Fig.5) 0
6)[b]chole ster olの 放出
マ ク ロ フ ァ ー ジ に 12時間[b]cholester olole ate-βV L D Lを取り込ませ た後､ 取り
14
甘A 取乱取且｡ C ぬo且es息e町0温Co 弧臨弧息畳弧 Ma c 訂0野ぬ喝e S瓦mc覗b亀晩成 w畳蝕 βVL D 乱
Cho且esterolc ontent(抄g/106ce且1s)afterin c tlba也on
O h 12 h
Cel且s CE FC CE FC
R P Ms 17.且± 1.6 10.4 ±3.0 ｢ 277 ±17.4
T E Ms 84.4 士且2.2 14.4 ±2.1
A Ms 40.3± 0.9 3.9±0.3捕510 ±87.7]l
14.5 ±1.0
19.4 ±3.2
港
#
7 9.2± 14.5 J
#
3.01±0-2
Mo n olayers ofratre side ntperitonealm a cr ophages(R P M), thioglyc olate e払cited
pe rito n e al m ac rophage s(T E N)aJld alve olar m a c rophage s(A M)w er ein ctlbated with
βV L D Lat37oC. C hole ste r olc o nte nts v er edete r minedasde s cribedin Me血ods. Ⅴ;血 e s
arethe me an s土S. D. fo rtriplic ate e xpe n m e nts.
* * *
p< 0. 00 1.
●
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cholest eroU mi)at37oC. Afterincubation, the G ens w ereharve sted at
indic ated hou rs and washed
J
with pBS･ Ther adio a ctivityof die C euS W as
m e asured bys cintillatio n c o u nter. Results repre sent the m e an ±S.D. of
triplic ate expe rim e nts.
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込んだ放射活性に対する放出された放射活性を Fig. 6 に示した. い ずれ の マ ク ロ
フ ァ ー ジも時間依存的にその放出寧が増加したが ､ R MとT E Mで はその 億がほと
ん ど同値であっ た ｡ A Mは R Mの お よそ7倍であ っ た .
7) マ ク ロ フ ァ ー ジ中の コ レ ス テ ロ - ル代謝に関与する酵素 の活性
T 屯Mお よび A Mの 酸性 コ レス テ ロ ー ル エ ス テ ラ ー ゼ活性 は R P Mに比 べ て それぞ
れ 1.7 倍およ び 6倍であっ た (Fig. 7) 0
T E Mおよ び A Mの ACA T活性は R P Mに比 べ て どちらもほ ぼ 9倍であ っ た (Fig.
8) 0
A M の中性プ レス テ ロ ー ル エ ス テラ ー ゼ 活性は最も高く R P M及び T E M の 7倍で
あ っ た (Fig. 9) 0
8) マ ク ロ フ ァ ー ジ中の コ レス テ ロ ー ル 代謝
ACA T阻害剤であるCL 277,082 の存在下 で の マ ク ロ フ ァ ー ジに よる 【恕】chole ster ol
血 ole ate-βV L D L の加水分解は細胞内で の酸性 コ レ ス テロ
ー ル エ ス テ ラ ー ゼ 活性を
反映し､ A Mは R P Mや T E Mに比 べ て有意に活性が高か っ た (Table 2) 0
[
14
qole ate か らの cbole ste r ol【
14
c】ole ste の 生成は細胞内 で の ACA T活性を反映し､
ÅM はR p Mや T E Mに比 べ て有意に活性が高か っ た ｡
cL 277,082 の存在下で の cholester ol[
14
c]ole ste の減少は細胞内で の 中性コ レス テ ロ ー
ル エ ス テラ ー ゼ活性を反映し､ A Mは R p Mや T E Mに比 べ て有意に活性が高か っ た ｡
9) 動脈硬化巣に存在する細胞の酵素活性
高コ レス テ ロ ー ル食投与 ウサギ の 粥状動脈硬化病巣細胞の酸性 コ レス テ ロ ー ル エ
ス テ ラ ー ゼ活性は ､ 同個体の肺胞マ ク ロ フ ァ ー ジ の 6倍 であり､ ACA T活性 は 12
倍 であ っ た ｡ しか し､ 中性 コ レ ス テロ ー ル エ ス テラ ー ゼ 活性は肺胞マ ク ロ フ ァ ー
ジの 3% 程度で あ っ た (Fig. 10) o
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A C
1 - 3 考察
ラ ッ トの 3種の マ ク ロ フ ァ - ジに はβv L D Lに対する受容体は ほ ぼ 同 じ数だけ発
現されて い る ことが示された (Fig. 4) . これ らの マ ク ロ フ ァ ー ジとβv L D Lをイ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン する と ､ Ⅷ M は R P Mに比 べ 大量の コ レス テ ロ ー ル エ ス テ ル を蓄積
して おり､ こ れは以前の報告と 一 致する . 一 方､ A Mは細胞内に コ レ ス テ ロ ー ル エ
ス テ ル を ほとん ど蓄積しなか っ た. この 理由の 一 つ と して ､ βVLD Lの取り込み能
が上げられ る. 実際､ Ⅷ M は R E Mに比 べ て 向 chole ster ollin ole atか βV L D L の取り
込み活性が高く ､ こ の ことが コ レス テ ロ ー ル エ ス テ ル蓄積に寄与して い る だろう｡
しかし､ A Mは高い 取り込み 悟性を示しながらも ､ コ レス テ ロ ー ル エ ス テ)i,の 蓄
積は3種の マ ク ロ フ ァ ー ジの 申で食も低か っ た ｡ A Mは コ レス テ ロ ー ル の放出率が
食も高く他の マ ク ロ フ ァ ー ジの およ そ30倍であ っ た｡ こ の こ とから､ コ レス テ ロ ー
ル の放出活性は コ レ ス テ ロ ー ル エ ス テ ル 蓄積の重要な調節の 一 つ と考えられる o
更 に ､ マ ク ロ フ ァ ー ジの コ レ ス テ ロ ー ル エ ス テ ル の 蓄積に重要な酵素を明らかに
するため に ､ 酸性 コ レス テ ロ ー ル エ ス テ ラ ー ゼ活性､ ACA T及び中性 コ レス テロ ー
ル エ ス テ ラ ー ゼ 活性を比較した. in m
'
如 の T E Mの 酸性 コ レス テ ロ ー ル エ ス テ ラ ー
ゼ活性は R P Mに比 べ て 3倍であり (Fig. 7) ､ 細胞内で の 反応量は 1.5倍 であ っ
た (Table 2) o T E M のβⅤ 皿 の 取り込み活性が R P M の 1.5 倍であり､ βⅥ 皿L の
取り込 み に対す る酸性 コ レ ス テ ロ ー ル エ ス テ ラ ー ゼ活性 の比 に相異がな い こ と を
考える と ､ 二 つ の 細胞の 間に コ レス テ ロ ー ル エ ス テ ル 含有量に差がな い と考え る
ことがで きる｡ しか し ､ 実際 の T E M のコ レ ス テ ロ ー ル エ ス テ ル含有量は R E Mの
1.8倍で あ っ た｡ こ れ らの こ とから酸性 コ レス テ ロ ー ル エ ス テテ ー ゼ活性は コ レ ス
テ ロ ー ル エ ス テ ル蓄積 の律速段階で はない ことが推測される ｡
T E Mや A M の血v7
'
do の ACA T活性は RP Mに比 べ て高く (Fig. 8) ､ 細胞内で の
反応量は A Mが貴も高か っ た (Table 2) ｡ 高 い ACA T活性は細胞内で の コ レ ス テ
25
ロ ー ル エ ス テ ル の 蓄積を誘導し､ Ⅷ M の 高い A CA T活性 は コ レス テ ロ ー ル エ ス テ
ル蓄積の 原因の 一 つ と考えられる. しか し､ ÅM は高い ACA T活性が有したが ､
コ レ ス テ ロ ー ル エ ス テ ル は 蓄積 しなか っ た . こ れ らの 結果は ､ コ レス テ ロ ー ル エ
ス テ ル の 蓄積 に は コ レス テ ロ ー ル の 再 エ ス テ ル 化 の 後に 馴 こか重要な ス テ ッ プが
ある ことを示す｡ そこ で ､ 次に中性コ レス テ ロ ー ル エ ス テラ ー ゼ活性を測定した｡
in v7
'
trD の 活性測定 (Fig. 9) で も細胞内で の 反応量 (Table 2) で も ÅM の 中性 コ
レス テロ ー ル エ ス テ ラ ー ゼ活性は他の マ ク ロ フ ァ ー ジに 比 べ て有意に高 い こ と が
示された｡ なぜ AM は高 い ACA T括性を有する の に コ レス テ ロ ー ル エ ス テ ル を蓄積
しにく い かと い う理由の 一 つ は ､ こ の 高 い 中性 コ レ ス テ ロ ー ル エ ス テ ラ ー ゼ 活性
に起因する だろう｡ そ して ､ こ の中性 コ レス テ ロ ー ル エ ス テ ラ ー ゼ は コ レ ス テ ロ ー
ル 放出の律即段階で あり ､ コ レス テ ロ ー ル エ ス テ ル蓄積 の重要なポイ ン トかもし
れな い ｡
で は､ コ レス テロ ー ル が元々 細胞内に負荷されて い る動脈硬化巣中の細胞の性質
は どうで あろうか｡ 同個体 の肺胞 マ ク ロ フ ァ ー ジに比 べ て ､ そ の 酸性 コ レ ス テ ロ ー
ル エ ス テ ラ ー ゼ や ACA T活性は高か っ た が ､ 中性 コ レ ス テロ ー ル エ ス テ ラ ー ゼ活
性はわずかであ っ た . こ れらの こと から ､ 動脈硬化巣中の細胞は Ⅷ 叩と同様に コ
レス テ ロ ー ル エ ス テ ル を蓄積 し泡沫化する ことが予測される｡
中性 コ レス テ ロ ー ル エ ス テテ ー ゼ の 性質とその調節に つ い て さ らなる研究が期待
され る｡
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1 _ 逢 小括
ラ ッ トの 3種 の マ ク ロ フ ァ ー ジ (常在性腹腔マ ク ロ フ ァ ー ジ､ R P M; チ オグリ
コ レ ー ト刺激腹腔 マ ク
■
ロ フ ァ ー ジ､ Ⅷ M ;肺胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ､ A M) の βⅤ ∽ L
- コ レ ス テ ロ ー ル代謝を検討した. マ ク ロ フ ァ ー ジとβv L D Lと12時間イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン したときの コ レ ス テ ロ ー ル エ ス テ ル含有量は､ TE MはR P M の 1.8倍であり､
A Mは 3/10 であ っ た . A M の[切chole ste r ol lin ole ate- βV L D L の取り込 み は食も高く I
RP M の4倍で あり ､ T E Mは R Mの1.5倍 であ っ た . 向 cholester ol lin ole ate- βV L D L
を取り込ませ た細胞からの 伽】chole ster ol の放出率は､ A Mが 15% ､ T 混Mが o.45 %､
R Mが 0.33 %で あ っ た｡ T E M の酸性 コ レス テ ロ ー ル エ ス テ ラ ー ゼ 活性は R P Mに比
べて1.7倍 ､ A Mは6倍であ っ た T E M のAC AT 活性はR P Mに比 べ て9倍高か っ た o
また､ A M の酵素活性 は T E Mとほと ん ど同値であ っ た A M の中性 コ レ ス テ ロ ー ル
エ ス テ ラ - ゼ 活性は食も高く R P Mおよ び T 芭Mの 7倍であ っ たo 細胞内で の酸性
コ レス テ ロ ー ル エ ス テラ ー ゼ活性は､ A Mは R P Mや T E Mに比 べ て有意に活性が高
からた｡ 細胞内で の A C A T活性は ､ A Mは R P Mや T E Mに比 べ て 有意に活性が高
か っ た｡ 細胞内で の中性 コ レス テロ ー ル エ ス テラ ー ゼ活性は ､ A Mは RPM や 甘E M
に比 べ て有意 に活性が高か っ た ｡ こ れら の 結果から､ 中性 コ レ ス テ ロ ー ル エ ス テ
ラ ー ゼ活性は コ レ ス テ ロ ー ル エ ス テル蓄積の律速酵素で ある可能性が示唆された｡
高コ レ ス テ ロ ー ル 食投与ウサギ の粥状動脈硬化病巣細胞の酸性 コ レス テ ロ ー ル エ
ス テ ラ ー ゼ 活性は､ 同個体 の肺胞マ ク ロ フ ァ ー ジの 6倍で あり ､ ACA T活性は 12
倍であ っ た｡ しか し､ 粥状動腺硬化病巣細胞の 中性 コ レ ス テ ロ ー ル エ ス テ ラ ー ゼ
活性は肺胞 マ ク ロ フ ァ ー ジの 3% 程度であ っ た o 以上より ､ 粥状動脈硬化病巣細胞
は コ レ ス テ ロ ー ル つ エ ス テ ル を蓄積しやすい 性質を有して い る こ とが明か にな っ
た ｡
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第2章 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺激因子 (” -C SF)による培養マ ク
ロ フ ァ ー ジの コ レス テ ロ ー ル蓄積制御
第1章 より マ ク ロ フ ァ - ジは脂質代謝の面か ら2種に大別できる こ とが解か っ た .
これ ら性質の異なる肺胞 マ ク ロ フ ァ ー ジと動脈壁 マ ク ロ フ ァ ー ジが ともに血中 の
単球から分化する (36) ことから､ 複雑なサイ トカイ ン ネ ッ トワ
- ク や細胞間相
互作用を介して分化の方向が決定されると考えられが ､ その 詳細は不明である
(37) 0
単球/マ ク ロ フ ァ ー ジ系細胞の分化増殖因子の ひ とつ に マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー
刺激因子(Macr ophage c olo ny- sdm ula血g･fa ctor, M - CSF) とい うサイ トカイ ンがあ るo
M - C SF は , 骨髄中の造血組織 におい て多機能性幹細胞が種 々 の 成熟細胞 へ 増殖分
化する なかで ､ 単球/マ ク ロ フ ァ ー ジ系細胞 に直接作用 して ､ そ の 成長､ 増殖 ､ お
よ び分化を促進する (38､ 39) ｡ 近年､ Ka w a s akiら (40) won畠ら (41) に より ヒ
ト尿中から､ また Takaba sbiら (42) に よりヒ トT細胞培養上清から単離され ､ ア
ミ ノ 酸配列およ び cD N A配列が決定された｡ こ れによ り動物細胞や大腸菌を用 い
た大量生産が可能になり､ M - C SF や M -C SF レセ プタ ー の構造や生理活性､ 遺伝子
発現の解析などが進む 一 方で ､ M -C SF の臨床応用も行なわれはじめた｡
1989年 ､ M otoyo shiら (43) が小児骨髄障害患者に M -C SF を静脈内投与したと
ころ ､ 単球およ び好中球数が増加する 一 方で ､ 血費コ レ ス テ ロ ー ル値の 著名な低
下が見られた ことが報告された. また､ N im er ら (44) も ､ 造血障害患者 に
M -CS Fを投与して ､ 血渠コ レ ス テ ロ ー ル値の 低下を報告して い る｡ ya m ada ら(45,
46) に よ る と､ 高コ レス テ ロ ー ル食投与家兎に ､ 長期間､ M - CSF を投与したと こ
ろ ､ 粥状動脈硬化の進展が著名に遅延したことや ､ 動脈硬化を発症させ た家兎に
M -C SF を長期間投与すると､ 粥状動脈硬化部位が 1/3 に退縮する こ とが認められ
て い る . こ の ようを現象は､ 動脈硬化の予防お よ び治療に対して M -CSF の 有用性
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を強く示唆して い る ｡ しか しなが ら､ これ らの 現象の作用機序は必ずしも明らか
で は ない (47､ 48) . そ･ こで私は､ 血祭コ レス テ ロ ー ル の 40% が肝外組織で代謝
される こ と ､ およ び M -CS F の標的静官が単球/マ ク ロ フ ァ ー ジ系細胞で ある こと か
ら､ 単球/マ ク ロ フ ァ - ジ系細胞の コ レス テ ロ ー ル代謝に及ぼす M -CS F の作用 を検
討した｡
2 - 1 材料および方法
1)細胞の 調製
ヒ ト単球由来白血病細胞 (T 河P-1細胞) は ､ Amedc an TypeCultw eCollecdon
(A TCC) より供与されたo T H Y-1細胞は ､ 5% F BS を含む D M E Mを用 い て (以
下 5%『迅S- D M EM と記す) ､ 5% C O2イ ン キ エ ペ 一 夕 - を用 い て 37℃ で培養したo
T H P一旦細胞を ､ 1Ⅹ10
7
c eus伽1の細胞濃度で ､ 耶5 フ ラス コ に対 し10 mi､ 6- w el
プレ ー トに対 して は1 w enあたり3江止､ 24- w ellプレ ー トに対 して は 1we11あたり
500けlずつ ま い た . Fig. 11に示すように 2種類の方法で T H P-1細胞を処理し実験
に用い た｡ すな わち､ Tr e atm e ntIでは ､ , M -C SF の 単球におよ ぼす作用を明らか に
する ため に ､ T柁P-1 細胞培養液にそれぞれ終濃度が 0､ 25､ 50､ loons/hd になる
ように M -CSF を添加し､ 4 日間イ ンキ ュ ベ ー シ ョ ン した後､ iO
‾7
M の TP A
(teb'ade c a n oylphorbolac etate) を加えて マ クロ フ ァ
ー ジ化させた (M r- M ◎) 0
方､ Tr e atm e ntⅢ で は M -C SF のマ ク ロ フ ァ ー ジに及ぼす作用を明らかにする ため に ､
T H P-1 細胞培養液にあらかじめ TP Aを加えて マ ク ロ フ ァ ー ジ化させた後､ M -C SF
を添加して4日間イ ンヰ ユ ベ - シ ョ ン した (TM 朋 ◎) . どちらの 細胞も 2 日おき
に培溶液を交換し M -C SF ､ T P Aとも再び添加したo
2) サイトカイ ン
ヒ トリ コ ン ビナ ン ト M -CS Fは ､ 大塚製薬株式会社より供与された｡ 生物活性は
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マ ウス 骨髄を 剛 ､た バ イオア ツ セ イで測定し､ ･ 比活性は4Ⅹ107 u nits/mg で あ っ た
(49) o
3)
125
Ⅰ- M - C SF の結合実験
(1) M -CSF の
125
Ⅰ標執
” -C S Fの
125
Ⅰ標識 はⅠCl法により行 っ た (Goldsteinetal., 1979) 0 0.1 Mグリ シ ン
緩衝液中で ､ M -C SF20mg と Na
125
Ⅰ(111 M Bq) を混合したo ここ に ､ 2 M NaClで
12.5倍 に希釈したIC1 10mlを加えて反応を開始させ た. 永中で 5分間イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン した後 ､ あらか じめ p D B(pla s m adensitybuffer､ 0.14 M NaCl､ 1m M E D T A､
10m M T ris- HCIpH 7.4 ､ 0.01% NaN,) で平衡化したセ フ ァ デ ッ ク ス G-25ゲル 嘘過
カ ラ ム にかけ､ 125Ⅰで標熟 された125Ⅰ- ” - C SFと 125Ⅰ
‾
を分離 した.
(2)
125
Ⅰ- ” -C SF の結合実験
実験は24- w ellプ レ - トを用 いて行っ た｡ T H P-1細胞およ びT P Aによりマ ク ロ ファ ー
ジ化 した THP-1細胞の 培養液に ､
125
Ⅰ- M -C SF を 1 w enあたり o - 250ng の 範囲で加
えた ､ 4℃で 2時間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン した後､ マ クロ フ ァ ー ジ培養液をプラス チ ッ
ク チ ュ ー ブに移 し､ 5 分間､ 1000q) m で遠心分離したo 沈殿を p BS で洗浄､ 遠心
分離した｡ 上浦を除き､ 得られた細胞の放射活性を測定した｡
2 - 2 結果
1) 125Ⅰ- M - CSF の結合実験
T ”P_1細胞 に M -C SF の 特異的レセ プタ ー で ある c一 触s 遺伝子産物が発現して い
る ことを確認するために ､ T H P-1細胞およ び Ⅷ A により マ ク ロ フ ァ
ー ジ化 した
T H P_1細胞に対して 125Ⅰで標識した M -C SF の結合実験を行 っ たo 両細胞と
125
Ⅰ_ M _ C SF を 4℃ で 2時間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン した . 細胞表面に結合した
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125Ⅰ- ” - CSF の放射活性を測定し､ 直接プロ ッ トおよ びス キ ヤ ツ チ ャ ー ドプロ ッ トを
作製した｡ Fig. 12-A に示した直接プロ ッ トで は､ T H Y-1細胞､ マ ク ロ フ ァ ー ジ化
した T H P- 1細胞とも
■
に M -C SF の用量依存的に M -C SF の結合量が増加し､ 飽和曲
線を示した｡
Fig. 12一 別 ニス キ ャ ッ チ ャ
ー ドプロ ッ トを示した. T H P-1細胞の 直線 の傾き は
-0.O1148 ､ 切片は3.且 であ っ た｡ マ ク ロ フ ァ ー ジ化 した T H P-1細胞 の直線 の傾き.
は -0.01147､ 切片は 1.95 であ っ たo こ れらの 結果から､ T H Y-1細胞お よ び T P Aに
より マ ク ロ フ ァ - ジ化 した T H P-1細胞は ､ ともに細胞表面 に M - C S Fに対して等し
い親和性を持つ M -CS『 レセ プタ ー が発現し､ その発現量は T H P-1細胞が TP Aに
より マ ク ロ フ ァ ー ジ化をうけると約2/3 に低下する ことが示された｡
2) T H P-1細胞の増殖におよぼす M -C SF の作用
実験に用 い た M -C SF が ､ 単球- マ ク ロ フ ァ ー ジ系細胞に対する増殖因子として の
生物学的活性を有して い る ことを確認するために､ T班P-1細胞の増殖に対する
” -CS Fの作用 を調 べ た｡ 5 % F BS-D M E M中で ､ T a p-1細胞を通常よりも低濃度
(5xlO
6
cens/hd) でまき､ 24時間おきに細胞数を測定した.
Fig. 13 に増殖曲線を示した. コ ン トロ ー ル の TfiP-1細胞と､ ” -C SF IOOng/hlを
加えた T ⅢP-1細胞に お い て ､ 培養をはじめて 3日後に細胞数に差があらわれた｡
この とき､ M - C SF を加えた T H P-1細胞の ラテ ッ クス ビ ー ズ合食能は コ ン トロ ー ル
細胞の 1/2 に低下して い た (Fig. 14) o M -CSFを加えた T H P-1細胞は培養プレ
ー
トに接着せず､ T H P-1 細胞と同様に浮遊細胞であ っ た｡
3) M T- M ◎お よびTM - M ◎ の作製
単球におよぼす M -C SF の作用を明らか にする ために Fig. 111 A に示した方法に
より M T_ M ◎を ､ また､ マ ク ロ フ ァ ー ジに及ぼす M -C SF の 作用 を明らか にする た
め に Fig. 1 トBに示 した方法に より T M- M ◎を ､ それやれ作製した.
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ラテ ッ ク ス ビ ー ズ食食能は ､ M T- M ◎ ､ T M- M ◎とも に コ ン トロ
ー ル細胞 で あ る
T P Aに より マ ク ロ フ ァ ー ジ化 した細胞と同程度であ っ た (Fig. 14) . ま た､ MT- ”
◎ ､ T M_ M ◎ともに コ ン トロ ー ル細胞で ある マ ク ロ フ ァ - ジ化した T H P-1細胞と
同様に培養プレ ー トに接着した.
4) コ レス テ ロ ー ル エ ス テ ル の 蓄積
M T- M ◎および TM - M ◎とβvL D Lとをイ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン し､ 8時間後の ､ 細
胞内に蓄積した コ レス テ ロ ー ル エ ス テ ル 量を Fig.15 に示 した. 酵素法を用 い て給
コ レ ス テ ロ ー ル およ び遊離 コ レ ス テ ロ ー ル量 を測定し､ 両者の 差を コ レス テ ロ ー
ル エ スj
l
.
ル 豊年した｡ T M- M ◎およ び M T- M ◎ともに M -CSF を加えても細胞内コ
レ ス テ ロ ー ル エ ス テ ル含有量に変化は見られなか っ た (Fig. 15- A) o
Fig. 15一 別 こ コ レス テ ロ
ー ル エ ス テ ル蓄積後､ 更に細胞をイ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し
たとき の細胞内 コ レス テ ロ ー ル エ ス テル含有量を示した. M T-M ◎お よび TM - M ◎
とβv L D Lを 24時間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し､ 培地交換した後､ 更に 8時間イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン したとき の細胞内コ レ ス テ ロ ー ル エ ス テ ル含有量を測定した｡ T M- M ◎
では M -CSFを加えてもコ レ ス テ ロ ー ル エ ス テル含有量に変化は見られをかっ たが ､
M T- M ◎で は M - CSF の用量依存的に コ レス テ ロ ー ル エ ス テ ル含有量が 1/2 に低下 し
た｡
5)[h]choleste r olole ate- βV W L の代謝
Table3 に､ 【
3
H]chole sterololeate-βV L D L の T H P- 1細胞 - の 取り込み にお よ ぼす
T P A の影響を示した｡ TPA とイ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン した T H P- 1細胞 は､ T P A処理し
てい なvI THP-1細胞に比 べ ､ [旬cholester olole ate-βV L D L の取り込みが克進した｡
Fig. 16 に[b]chole ster olole ate- βV L D L の hqr- M ◎､ T M- M ◎- の 取り込みを示し
た. T MI M ◎お よ び M T∴M ◎ともに M -CSFを加えても[
3
H]chole ste r olole ate-βV L D L
の 取り込み に変化は見られなか っ た｡
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TA B L E3｡ 鼠恥 ctoF 甘酢Aon 蝕c瓦皿C O訂pO 柑色畳o弧 0雷【3H】C 払o且cs臨TO且0且e 汲食e-
βⅤ乱D L byT 肝-且c e弧s
TPA 叫corporatio nou3M]choLe s旭ro8o且e a払βV LD L
(xl O･3dpm/1 06 cons)
(-)
incubationfor1day 芸:喜…害:2
3
剖
%
in cubationfo r4 days 2.0±0,3 - 』
A fterT H Y-1 c ells w eretre ated with TP A for1 or4days,the c ells w ereinc ubated with[3H]
cholesterolole ate-βV L D L(200p gtotalcholesterol/ mi)for8h.(-)indic ate snontre ated
T H P-1c ells. T he r adio activitesinthe c ells w er dete minedasdes cribed in Methods.
V alu e s aredie m ean ±S･ D･ oftriplic ate experim e nts･ * *p<0･ 00 5･
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Fig. 17 に[b]chole ster olole ate蓄積後の ､ 細胞外 へ の [
3
H]chole sterol の放出を測定
した結果を示した. T M- M ◎で は M -C SF を加えても 向 chole ste r olの放出 に変化は
見られなか っ たが ､ hqr- M ⑳で は M -C SF の 用量依存的に【b]cholester ol の放出が克
逢した｡
M T- M ◎で[b]cholester ol の放出が克進して い たことか らM T- M ◎の 細胞内 に は遊
離の コ レス テ ロ ー ル が増加して い る と考えられる｡ そ こで細胞内の捻 コ レ ス テ ロ ー
ル量 (遊離コ レス テ ロ ー ル ＋ コ レス テ ロ ー ル エ ス テル) に対する遊離コ レス テ ロ ー
ル 量 の 比を測定した (Fig. 18) . M T- M ◎ の遊離 コ レ ス テ ロ
- )I,は m - M ◎より多
く､ 紬】chole ster olole ate蓄積後､ 培養液を交換して 8時間後に蔵大の億を示した｡
6) コ レ ス テ ロ ー ル代謝酵素 におよ ぼす M -C SF の作用
叶CSF の作用を受けた T H P-1細胞が マ ク ロ フ ァ ー ジに分化する と ､ コ レス テ ロ -
ル エ ス テ ル を蓄積しにく い 性質を有する マ ク ロ フ ァ ー ジとなるこ とが示された｡
これは ､ 細胞内の コ レ ス テ ロ ー ル 代謝系 に変動が生じたためと予測された｡ そ こ
で ､ マ ク ロ フ ァ ー ジの コ レス テ ロ ー ル代謝に関わる酸性 コ レス テロ ー ル エ ス テ ラ ー
ゼ ､ ACA T､ 中性 コ レス テ ロ ー ル エ ス テ ラ ー ゼ の 活性を測定し､ それぞれ ､ Fig.
19-A､ B､ C に示したo M T- M ◎および T M- M ◎ ともに ､ 100nghnlの M -C SF で処理
した｡ Fig. 19- A に示した酸性 コ レス テ ロ ー ル エ ス テラ ー ゼ活性 ､ およ び Fig. 19- B
8L=示 した A C A T活性では M T- M ◎､ T M- M ◎ともに ､ T P Aに よりマ ク ロ フ ァ
ー ジ化
した細胞と同程度の活性を示した｡ これらは ､ 酸性 コ レス テ ロ ー ル エ ス テ ラ ー ゼ
およ び ACA Tともに ､ 単球である T ⅢP-1細胞 の 約1.5倍 の 活性を示した｡ Fig.
19- C に中性 コ レ ス テ ロ ー ル エ ス テラ ー ゼ 活性を測定した結果を示した｡ T M- M ◎で
は ､ T P Aにより マ クロ フ ァ ー ジ化した細胞と同様に ､ T H P-1細胞の約 1/2 の活性で
あ っ た ｡ M T- M ◎では ､ T P Aに より マ ク ロ フ ァ ー ジ化 した細胞 の約 2倍 の活性を示
､
し､ これ は TⅠiP-1細胞の 活性と同程度な い しわずか に高い 活性で あ っ た ｡
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2 - 3 考察
浮逆細胞である T王軌 1細胞を T P A処理する と､ 培養プ レ
ー トに接着し､ ラ テ ッ
クス ビ ー ズ食食能の克進が見られ (Fig. 14) ､ また ､ [
3
H]chole sterolole ate- βV L D L
の取り込みが克進した (Tabie3) . こ れらの こ とから ､ T H Y-1細胞 の マ ク ロ フ ァ ー
ジ化は TP Aに より誘導される ことが確認された｡ ” - C SF 処理した THP-1細胞 は､
培養 プ レ ー トに接着せず､ また食食能が 1/2 に低下 した ことか ら､ M -C S『 は
T H P-1細胞を マ ク ロ フ ァ - ジ化させ る作用を有して い か -こ
'とが示されたo
M - C SF を作用 させた T H P-1細胞を T P Aで マ ク ロ フ ァ ー ジ化させ た hqr- M ◎と ､ あ
らか じめ マ ク ロ フ ァ ー ジ化させ た後 M - CSF を作用させ たT M- M ◎ のラテ ッ ク ス ビ ー
ズ食食能は､ TP Aによりマ ク ロ フ ァ ー ジ化した細胞と同程度であり (Fig. i4) ､
か つ 両者ともに培養プレ ー トに接着したこ とから､ M r- M ◎およ びTM -M ◎ ともに
マ ク ロ フ ァ ー ジの性質を有した細胞で ある と考えられた｡
M T- M ◎およ び T M- M ⑳にβV L D Lを負荷したときの細胞内コ1レス テ ロ
- ル エ ス
テ ル含有量は､ 両者とも に M -C SF の濃度 によ らず､ T P Aに より マ ク ロ フ ァ ー ジ化
した T Ⅲp-1細胞と 同程度であ っ た (Fig. 16) 0 M T- M ◎およ び TM - M ◎とβvL D L
とをイ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン しコ レス テ ロ ー ル エ ス テ ル を蓄積させた後､ 培養液中か
らβv L D Lを除き､ 更にイ ン キ エ ペ - シ戸 ンする と ､ M T- M ◎で は M -CS F の用量
依存的に コ レ ス テ ロ ー ル エ ス テ ル の 含有量が低下した｡ 一 方 ､ T M- M ◎で は コ レ ス
テ ロ ー ル エ ス テ ル の 含有量の低下は見られなか っ た (Fig. 15) ｡ こ の 時､ M T- M ◎
の βV L D L取り込み は ､ TPA に よりマ ク ロ フ ァ ー ジ化 した T H P- 1細胞との 間に有意
な変化は見られなか っ たが (Fig.16) ､ M T- M ◎ の細胞内遊離コ レス テ ロ ー ル は増
加し (Fig. 18) ､ 細胞外 へ の コ レス テ ロ ー ル の 放出は M -C SF の用量依存的に 2 倍
に先進した (Fig.17) ｡ 一 方 ､ T M- M ◎ で は M - C S Fを加 えて もβv L D L の取り込み
およ び コ レス テロ ー ル の 放出は ､ ともに変化が見られなか っ た ｡ 以上 の こと から ､
M - C SF が単球に作用すると コ レ ス テ ロ ー ル エ ス テ ル の蓄積しにく い マ ク ロ フ ァ ー
44
ジに分化する ことが示された｡ これは細胞内 へ のβ Ⅷ D L の取り込みが抑制された
ためで は なく ､ 細胞外 へ の コ レス テ ロ ー ル 放出が克進したためと考えられた｡
次 に ､ マ ク ロ フ ァ ー ジ の コ レス テ ロ ー ル代謝に関わる酵素活性に及 ぼす M -CS甲
の作用を調 べ たo T H P一且細胞を TP A処理するとマ クロ フ ァ ー ジ化する｡ マ ク ロ フ ァ ー
ジ化 の 特徴として ､ 食食能の克進や培養プレ ー･トへ の接着ととも に ､ コ レス テ ロ ー
ル代謝に関して は ､ 酸性 コ レス テ ロ ー ル エ ス テ ラ ー ゼ や A C ÅT の活性上昇､ およ
び中性 コ レス テ ロ ー ル エ ス テ ラ - ゼ の 活性低下が認められた (Fig. 19) . 酸性 コ
レス テ ロ ー ル エ ス テラ ー ゼ 活性は､ M T- M ◎､ T M- M ◎ともにTP Aによりマ クロ フ ァ ー
ジ化 した T H P-1細胞と変化は怒かっ たことから､ リソ ゾ - ム における コ レ ス テ ロ ー
ル エ ス テ)i,の加水分解能には , M -C SF ほ影響を与えな い こ とが示されたo また
A C A T活性は､ M T- M ◎ ､ 甘M - M ◎ともに TP Aによりマ ク ロ フ ァ ー ジ化した T H P_1
細胞 と変化はなか っ た ことから､ マ イク ロ ソ - ム に 掛ナる遊離 コ レス テ ロ ー ル の
エ ス テ ル 化にも M -C SF は影響を与えな い こ とが示されたo
T H P-1 細胞の 中性 コ レス テ ロ ー ル エ ス テラ ー ゼ活性 は ､ T PA によ る マ ク ロ フ ァ ー
ジ化 で 1/2 に低下したo T M-M ◎では､ T P Aにより マ ク ロ フ ァ ー ジ化した細胞とほ
ぼ同じ値を示した. 一 方､ M T- M ◎の中性 コ レス テ ロ ー ル エ ス テ ラ ー ゼ活性は､
TPA に より マ ク ロ フ ァ ー ジ化した TH p-1細胞と同じ値を示した｡ こ の こ とは､
M - C SF の作用を受けた T H P-1細胞で は､ マ ク ロ フ ァ ー ジ化に伴なう中性 コ レス テ
ロ ー ル エ ス テ ラ - ゼ活性の低下が起こらな い ことを示して い る . T H P-1細胞の 高
い 中性 コ レス テ ロ ー ル エ ス テラ ー ゼ活性を維持する M T- M ¢ で は､ 細胞内の造離コ
レス テ ロ ー ル 量が増加し､ これが ､ M T- M ⑳から細胞外 へ の コ レス テ ロ ー ル の放出
が克 進する理由 の ひと つ と考えられる｡
以上 の こ とから ､ M -CSFは､ 単球である TH P-1細胞と､ T P Aに より マ クロ フ ァ ー
ジ化を受けた T H P-1細胞に対して異なる作用を示すことが示唆されたo これは ､
Fig. 12に見 られる ように ､ T o p-1細胞と マ クb フ ァ
ー ジ化 した T H P-1細胞にお い
て ､ M - C SF レセ プタ ー 数が異なる こと により M -CSF に対する反応性に違 い が現わ
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れたためと考えられた｡
MT_ M 舶 号高い 中性 コ レ ス テロ ー ル エ ス テ テ ー ゼ活性を示し､ 多量の コ レス テ ロ
ー
ル を放出 した結果､ コ レス テ ロ - ル エ ス テル を蓄積しにく い と い う代謝経路は､
第 1章で示したラ ッ ト肺胞マ ク ロ フ ァ ー ジの 結果と同様である｡ つ まり ､ コ レス
テ ロ ー ル エ ス テ ル の 蓄積 の調節に は 中性コ レス テ ロ ー ル エ ス テ ラ
- ゼ 括性 は重要
である ことが ､ ヒ トの単球由来マ ク ロ フ ァ ー ジに つ い ても示唆された. こ れ らの
結果から､ 高コ レス テ ロ ー ル食投与の家兎にM -CSFを投与すると ､ 動脈硬化 の発
症が抑制される ことが鋭明できる｡ 即ち､ 高コ レス テ ロ
ー ル 血症 の ウサギ の 血中
に投与されたM -C SF は単球に作用し､ こ れが マ ク ロ フ ァ
ー ジ化すると過剰に存在
する コ レ ス テ ロ ー ル を異化し動脈硬化が抑制される可能性がある｡
更に ､ ヒ トリ コ ン ビ ナン ト M -C SF の静脈内投与によ る ､ 血祭 コ レス テ ロ
ー ル値
低下の作用機序は次の よう に考えられる｡ 即ち､ 血中 にお い てリ コ ン ビナ ン ト
M _ CS F の作用 した単球が動脈硬化巣に侵入すると ､ 高 い コ レ ス テ ロ ー ル 放出能を
有する マ ク ロ フ ァ ー ジ に分化する ため､ マ ク ロ フ ァ ー ジの 泡沫細胞化が抑制され
る . 粥状動脈硬化の退縮や血祭レス テ ロ - ル値の低下が ､ こ の ような機序で起 こ
りう る可能性が見出だされた｡
以上を まとめる と､ M - C SⅠりま単球とマ ク ロ フ ァ ー ジで 作用が異なり､ M - C SF の
作用 を受けた単球は コ レ ス テ ロ ー ル エ ス テ ル の 蓄積しにく い マ ク ロ フ ァ ー ジ に分
化し､ 一 方､ マ ク ロ フ ァ ー ジが M -C SF の作用を受ける と コ レス テ ロ ー ル エ ス テル
の蓄積が克進する可能性が示唆された｡
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